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要約　卵核胞期のウシの卵胞卵子，卵胞卵子を体外で成熟させた未受精卵子とこれを体外で受精させたのち培養

して発生させた精子侵入期の卵子から艀化胚盤胞期までの胚について，グリコゲソ含量とα一Glycerophosphate
dehydrogenase（α一GDH）活性を組織化学的に調べた。グリコゲン穎粒は，1細胞期の卵子から拡張胚盤胞期ま

での胚では細胞質に常に多量含まれていたが，購…化胚盤胞では減少した。またα一GDH活性は，1細胞期の卵子か

ら拡張胚盤胞期までの胚では中等度であったが，艀化胚盤胞では弱かった。
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緒　　　言

　一般に，哺乳動物の卵子は初期発生のためのエネルギー源として，細胞質にグリコゲン穎粒や脂質小滴を蓄

積していることが知られている1・2）。なお，その量は動物種によって異なっており，ウシ，ヒッジ，ヤギ，ブタ

およびイヌの胞状卵胞内卵子はグリコゲソは少なく脂質を多量に含んでいるが，マウス，ラットおよびハムス

ターの卵子はグリコゲソを多量に含んでいるという。また，ウサギの卵子はグリコゲンと脂質をともに多量に

含んでいるといわれている。さらに，排卵してから着床するまでの発生初期胚についても，グリコゲン含量の

消長がブタ3），ウサギ3），ラット4），マウス5），・・ムスター6），スナネズミ7），ハタネズミ8）およびマストミス9）で，

脂質含量の消長がハタネズミ8），マストミス9），ブタ1°），ウサギ1°），モルモット1°），ラット1°），マウス1°），・・ムス

ター10）およびスナネズミ11）で調べられている。

　一方ウシについては，脂質含量が卵胞卵子1）および体外受精卵子を培養して得られた初期胚12）で調べられて

いるが，グリコゲソについては卵胞卵子2，13・14）で存在が確かめられているのみであり，グリコゲンが初期胚に存

在しているのかどうか，また，初期発生の過程で含量がどのように変化するのかは不明である。

　グリコゲソは胚の発生のためのエネルギー源として重要な役割を持っているので，卵子と初期胚に含まれる

グリコゲンの量的変化を明らかにすることは，卵子と初期胚の物質代謝を論ずるうえで重要なことと思われる。

　本実験は，卵核胞期のウシの卵胞卵子，卵胞卵子を体外で成熟させた未受精卵子とこれを体外で受精させた

．のち培養して発生させた1細胞期の精子侵入卵子から艀化胚盤胞期までの初期胚について，グリコゲソの組織

化学的検出を行い，グリコゲン含量の発生過程に伴う変化を調べたものである。併せて，糖と脂質の相互転換

に役割を果たすα一Glycerophosphate　dehydrogenase（α一GDH）の活性についても組織化学的検出を試み・発

生過程に伴う変化を調べた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

卵子の採取と体外受精

　黒毛和種およびホルスタイソ種の卵巣を屠場から持ち帰り，直径2ないし5mmの小型胞状卵胞から・卵丘

細胞に囲まれた卵子を吸引採取した。採取した卵子は，1ml中に200単位のペニシリソGカリウム（明治製菓）

を含むリン酸緩衝塩類溶液15）（PBS，　pH　7．4）で洗浄した後，ウシ胎仔血清（FCS，　Gibco　Lab．，　NY，　U．　S．　A．）

を10％含むTCM－199（Gibco　Lab．）で2回洗浄した。次いで，洗浄した卵子の中から細胞質が均一で卵丘細胞

が密に付着しているものを選び，表面をミネラルオイル（Squibb　and　Sons，　Inc．，　NJ，　U．　S．　A．）で覆ったFCS
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を10％含むTCM－199で，39℃でCO25％，空気95％の気相下で22時間培養して成熟させた。

体外受精

　黒毛和種およびホルスタイソ種の凍結精液を融解後，ウシ血清アルブミン（BSA）を含まず，10mMのカフェ

イソ（和光純薬）および1m1中にヘパリン（Sigrna　Chemical　Co．，　MO，　U．　S．　A．）を10μ9含むBRAcl（ETTと

OHPHANTの液16）（BO液）で精子を洗浄し，精子濃度が5×106個／m1になるように10mMのカフェインと1％

のBSA（Sigma　Chemical　Co．）を含むBO液で希釈し，ミネラルオイルで覆った。体外受精は，上述の精子

希釈液に体外成熟させた卵子を移し，39℃でCO25％，空気95％の気相下で6時間培養して行った。

受精卵子の体外培養

　体外受精後，卵丘細胞に囲まれた受精卵子を10％のFCSを含むTCM－199（発生用培養液）で3回洗浄した

後，発生用培養液で，39℃でCO25％，空気95％の気相下で48時間培養して2細胞胚に発生させた。この時期

に，胚の周囲に付着している卵丘細胞をピペット操作により除去した。卵丘細胞を除去した胚は，ミネラルオ

イルで覆った発生用培養液の小滴中において，単層に増殖した卵丘細胞上で，39℃でCO25％，空気95％の気

相下で8日間培養した。培養液は48時間毎に新しいものと交換した。

　観察に用いた卵子は1細胞期（採取直後の卵核胞期，体外成熟後の未受精期および媒精後6時間の精子侵入

期）のもので，胚は2細胞期（媒精後2日），4細胞期（2ないし3日），8ないし16細胞期（3ないし4日），

桑実胚期（5ないし6日），初期胚盤胞期（7ないし8日），拡張胚盤胞期（8ないし9日）および艀化胚盤胞

期（工0臼）のものである。

グリコゲンの検出

　採取した1細胞卵子は0．25％のトリプシンと0．04％のEDTAを含むPBSに浸漬して，卵丘細胞を除去し

た。また，すべての時期の卵子と胚は，0．2％のプロナーゼ（Sigma　Chernica1　Co．）を含むPBSに浸漬して，

透明帯を除去した。透明帯を除去した卵子と胚は，PBSで洗浄後，ジェソダ液に固定した。グリコゲソを検出

するために，これらの卵子と胚に過沃素酸シッフ（PAS）反応（唾液消化試験併用）17）を施した。

α一GDH活性の検出

　α一GDH活性を検出するために，　BARKAとANDERsoNの方法18）に従って作成した基質液に卵子と胚を浸漬し

た。基質液の組成は，α一グリセロリン酸ナトリウム216．Omg，　NAD　4．Omg，塩化マグネシウム4．8mg，　nitro－BT

lO．Omg，0．1Mリン酸緩衝液（pH　7．0）9．Om1で，基質液のpHは最終醜に7．2に調整した。卵子および胚の

基質液への浸漬は，37℃で60ないし80分間行った。なお対照として，基質を含まない液に浸漬した卵子と胚を

使用した。

　PAS反応を施した卵子と胚，およびα一GDH活性検出のための基質液に浸漬した卵子と胚は，あらかじめワ

セリソ・パラフィソのスポットをカバーグラスの四隅に位置するように置いたスライドグラスの中央に移し，

カバーグラスをかぶせ静かに押して卵子と胚を圧し，顕微鏡下で観察した。観察した卵子および胚の数は，グ

リコゲソ穎粒検出とα一GDH活性検出のために1発生時期についてそれぞれ10ないし15個であった。なお，退

行した卵子と胚は観察から除外した。

結　　　果

グリコゲン含量

　培養したウシの卵子と初期胚にPAS反応を施すと，細胞質に赤紫色の顯粒が出現した（図1－4）。この顯

粒は唾液消化試験によって消失したので，グリコゲンであることが確認された。表1に示したように，グリコ

ゲン穎粒は1細胞期の卵子から拡張胚盤胞期までの胚では多量含まれていたが（図1－3），艀化胚盤胞では少

量であった（図4）。

α一Gの1薮活性

　培養したウシの卵子と初期胚をBARKAとANDERSONの方法18）に従って処置すると，観察したすべての時期

の卵子と胚の細胞質にジホルマザン穎粒の沈着が認められた（図5，6）。この穎粒は基質を除いた液に浸漬し

た卵子と胚にはみられなかったので，この顯粒が甜一GDH活性を現していることが確認された。卵子と初期胚

において，ジホルマザソ顯粒は割球および細胞の細胞質全域に分布していたが，初期胚では，ジホルマザソ顯
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F畳gl。1。　Glycogen　granules　in　an　Lcell　bovine　egg　at　the　sperm－penetrated　stage（PAS　method）．×300

F且喜。2。Glycogen　granu！es　in　a　4℃e11　bovi且e　embryo（PAS　method）．×300．

Fig。3。　Glycogen　granules　in　an　expanded　bovine　blastocyst（PAS　method）．×300．

Fi塞。4。　Glycogen　granules　in　a　hatched　bovine　blastocyst（PAS　methOd）。×300．

Fig。5。α一GDH　activity　in　an　1－cell　bovine　egg　at　the　germinal　vesicle　stage（BARKA　and　ANDERsoN

　　　　　　　method）．×300．

E塘。6。　α一GDH　activity　in　an　8－cell　bovine　embryo（BARKA　and　ANDERsoN　method）×300

丁鋤丑e1。　The　amount　of　glycogen　and　the　activity　ofα一GDH　ia　cultured　bovine　eggs　fertilized，　and

　　　　　　　　embryos　developed　in　vitro

Developmental　stages

謙1薦11海d　11　1編1－　y藷t－d
Glycogen　　　十十　　　　十十　　　　十十　　　十十　　十十　　十十　　　十十　　　÷十　　　十十　　　　　十

α一GDH　　　　十十　　　　十十　　　　十十　　　十十　　十÷　　十十　　十十　　十十　　　十十　　　　十

The　amount　of　glycogen：十十1arge，十smal1．　The　activity　ofα一GDH。十十moderate，十weak．
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粒の沈着量は割球あるいは細胞によって異なっていた。表1に示したように，α一GDH活性は1細胞期の卵子か

ら拡張胚盤胞期までの胚では中等度であったが，鱒化胚盤胞では弱かった。

考　　　察

　ウシにおいて，二次卵胞と胞状卵胞の卵子はグリコゲソ穎粒を含有していることが組織化学的に確かめられ

ており2・圭3・エ4），卵子のグリコゲソ含量は卵胞の発育に伴って増加するといわれている13）。また，胞状卵胞内卵子

のグリ1コゲソは細胞質全域に分布する小胞の中にみられることが電子顕微鏡による観察から明らかにされてい

る瑚。しかしこれまでに，ウシの初期胚がグリコゲンを含有しているのかどうかは全く調べられておらず，初期

発生の過程におけるグリコゲソ含量の変化は不明である。

　本実験において，1細胞期の卵子から胚盤胞期までの初期胚についてグリコゲソの検出を組織化学的に試み

たところ，グリコゲンは卵核胞期の卵胞卵子から拡張胚盤胞期までの胚に常に多量含まれていたが，艀化胚盤

胞では少なかった。このようなグリコゲン含量の発生に伴う変動は，ラット4），マウス‘），ハムスター6）およびス

ナネズミ7）の卵子と胚におけるものと同様であったので，ウシの卵子と胚は，これらの動物のものと同様のグリ

コゲン代謝を行っていることがうかがわれた。

　α一GDHは，糖と脂質の相互転換に役割を果たすもので，スナネズミu），マウス19・2°），・・ムスター21）およびウ

サギ22｝の卵子と初期胚で活性が検出されている。ウシの卵子と初期胚を用いた本実験において，この酵素の活性

は工細胞期の卵子から胚盤胞期までの初期胚でみられた。このことから，ウシの卵子と初期胚は発生過程を通

して糖と脂質の相互転換を行っていることが推察された。

　本実験の培養したウシの卵子と胚において，グリコゲン含量は未受精期から拡張胚盤胞期の間でほとんど変

動しないことが明らかとなった。この時期の卵子と胚のグリコゲン含量が変化しなかったことの理由について

は，培養したウシの卵子と初期胚は脂質を多量に細胞質に蓄積していることが知られているので12），この脂質を

発生のためのエネルギー源として利用しているためか，あるいは，この時期の卵子と胚がグリコゲγを発生の

ためのエネルギー源として使用しているものの，α一GDHによって糖が常に脂質から転換されて補充されてい

るためと思われた。一方，艀化胚盤胞ではグリコゲン含量が減少したが，これは胚盤胞がハッチソグのための

エネルギー源として相当量のグリコゲンを消費したためと思われた。
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Histochemical　Observations　of　Glycogen　Granules　in
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　Early　Developrnent
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s眠瓢撮ary

　　　　　The　amou且t　of　glycogea　granules　and　the　aとtivity　ofα一glycerophosphate　dehydrogenase（α一GDH）

　　were販istochemically　examined　in　bovine　eggs　matured　in　vitro，　and　in　ernbryos　from　the　2℃ell　to　hatched

　　blast㊤cyst　stages　developed　in　vitro．　For　the　demonstration　of　glycogen，　eggs　and　embryos　were　treated

髄wit無the　periGdic　acid－Schiff　with　or　without　a　preceding　salivary　test．　The　activity　ofα一GDH　was

　　demonstrated　by　the　method　of　BARKA　and　ANDERsoN．　The　amount　of　glycogen　granules　was　abundant

　　組1℃ell　eggs　at　the　germinal　vesicle，　unfertilized　and　sperm－penetrated　stages，　and　in　embryos　from　the

　　2－cell　to　expanded　blastocyst　stages，　but　less　in　hatched　blastocysts．　The　activity　ofα一GDH　was　rnoderate

　　iR　eg墓s　and　embryos　at　the　stages　from　Lcell　to　expanded　blastocyst，　but　weak　in　hatched　blastocysts．

　　　　key　wo掴s：cow，　cult覗red　egg，　cult績red　embryo，　glycogen　granule，　histochemistry
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